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 Aspartátová proteasa katepsin D (KatD) je spojená s řadou patologií, a proto jsou 
zkoumány molekulární mechanismy regulace její aktivity, které mají potenciální využití v 
biomedicíně. Tato disertační práce je zaměřena na nové přirozené endogenní inhibitory 
KatD, analýzu jejich interakce a na odvození syntetických inhibičních biomimetik. 
 Byly identifikovány dvě skupiny inhibitorů KatD jako prvních specifických 
endogenních regulátorů tohoto enzymu. (1) Sfingolipidy jsou komplexními modulátory 
lidského KatD v závislosti na struktuře. Zatímco sfingosiny a ceramidy jsou inhibitory 
KatD, jejich fosforylované deriváty naopak fungují jako aktivátory KatD. Byla nalezena 
korelace mezi působením těchto sfingolipidů na KatD a jejich modulačním účinkem na 
nádorové buňky. (2) Analýzou KatD parazitárního původu byl identifikován nový 
mechanismus inhibice, který je konzervovaný u aspartátových proteas rodiny pepsinu. 
Autokatalytickým působením je z proenzymu u KatD uvolněn peptidový fragment, který 
působí jako alosterický inhibitor, jenž se váže do exomísta na povrchu aktivního enzymu. 
Dále byly připraveny syntetické makrocyklické inhibitory KatD, které mimikují vazebnou 
konformaci bakteriálního inhibitoru pepstatinu v aktivním místě aspartátových proteas. U 
těchto biomimetických inhibitorů lze na základě provedené analýzy strukturně-funkčních 
vztahů cíleně modifikovat jejich vlastnosti.   
Disertační práce přináší významné informace o třech nových typech inhibitorů 
KatD a regulačních mechanismech, které mohou být využity pro racionální navrhování 




The aspartic protease cathepsin D (CatD) is associated with numerous pathologies, 
and therefore the molecular mechanisms of its activation are studied for their potential uses 
in biomedicine. This dissertation thesis is focused on new, natural endogenous inhibitors 
of CatD, the analysis of their interaction, and the development of synthetic inhibitory 
biomimetics. 
 Two groups of inhibitors of CatD, which are the first specific endogenous regulators 
of this enzyme, have been identified. (1) Sphingolipids are complex modulators of human 
CatD, depending on their structure. While sphingosines and ceramides are inhibitors of 
CatD, their phosphorylated derivates act as activators of CatD. A correlation was found 
between the action of these sphingolipids on CatD and their modulatory effect on cancer 
cells. (2) Using the analysis of a CatD of parasitic origin, a new mechanism of inhibition 
was identified, which is conserved in aspartic proteases of the pepsin family. A peptide 
fragment is released autocatalytically from the zymogen of CatD, which then acts as an 
allosteric inhibitor, binding to an ”exosite” on the surface of the catalytically active enzyme. 
Furthermore, synthetic macrocyclic inhibitors of CatD were prepared, which mimic the 
binding conformation of the bacterial inhibitor pepstatin in the active site of aspartic 
proteases. Based on these results of the structure-function analysis, it is possible to 
purposefully modify the properties of these biomimetic inhibitors.  
 This thesis contains important new information about three new types of inhibitors 
of CatD and regulation mechanisms, which can be used for an intelligent design of 






1 Teoretický úvod 
1.1 Aspartátové proteasy a katepsin D 
Proteasy (nebo peptidasy) jsou enzymy, které hydrolyzují peptidovou vazbu 
proteinových a peptidových substrátů. Endopeptidasy štěpí peptidovou vazbu uvnitř 
(poly)peptidového řetězce substrátu. Naopak exopeptidasy odštěpí jednu aminokyselinu, 
dipeptid či tripeptid z konce substrátu. Exopeptidasy lze dále dělit na aminopeptidasy, které 
štěpí substrát z jeho N-konce, a karboxypeptidasy, které štěpí z C-konce substrátu. Podle 
počtu odštěpených aminokyselin se proteasy dělí na monopeptidasy, které odštěpují jednu 
aminokyselinu, dipeptidasy, které odštěpují dvě aminokyseliny atd1,2.  
1.1.1 Klasifikace proteas 
Proteasy lze klasifikovat podle katalytického mechanismu a uspořádání klíčových 
aminokyselinových zbytků katalytického centra do sedmi tříd: aspartátové, glutamátové, 
serinové, cysteinové, threoninové, asparaginové a metaloproteasy3. U aspartátových, 
glutamátových a metaloproteas zahajuje štěpení peptidové vazby aktivovaná molekula 
vody. U serinových, cysteinových a threoninových proteas zahajují štěpení peptidové 
vazby postranní řetězce katalytického aminokyselinového zbytku v aktivním centru2. Na 
rozdíl od ostatních tříd proteas nejsou asparaginové proteasy hydrolasy ale lyasy, u kterých 
dochází k rozštěpení peptidové vazby eliminační reakcí4.  
Pro popis vazby (poly)peptidového substrátu do aktivního centra enzymu se 
využívá konvenční terminologie, kdy aminokyseliny substrátu, mezi kterými proteasa 
štěpí, jsou označovány jako pozice P1 a P1‘
5. Dále jsou aminokyseliny označovány jako P2, 
P3 atd. od štěpené vazby směrem k N-konci substrátu a analogicky P2‘, P3‘ směrem od 
štěpené vazby k C-konci substrátu. Odpovídající vazebná podmísta v aktivním centru 
enzymu jsou označována jako S1, S2, S3 atd., respektive S1‘, S2‘, S3‘ atd
5. Schematické 





Obr. 1 Schematické znázornění vazby substrátu do aktivního centra proteasy. Zobrazeny jsou pozice 
jednotlivých aminokyselin substrátu (P1-P4 směrem od štěpené vazby k N-konci, P1´-P4´směrem od štěpené 
vazby k C-konci) a odpovídající podmísta v aktivním centru proteasy (S1-S4, respektive S1´-S4´). Substrát je 
rozštěpen mezi aminokyselinami P1 a P1´. Převzato a upraveno podle5. 
 
1.1.2 Aspartátové proteasy 
Aspartátové proteasy jsou relativně málo zastoupenou třídou, řadí se do ní pouze 
7% známých proteas6. Nicméně aspartátové proteasy hrají významnou roli v řadě 
patologických procesů, proto jsou podrobně studovány a jsou považovány za perspektivní 
cílové molekuly pro vývoj nových léčiv7. 
Aspartátové proteasy lze podle databáze MEROPS rozdělit do pěti klanů a dále 
třinácti rodin3,8. Proteasy jsou klasifikovány do rodin na základě homologie 
aminokyselinové sekvence. Proteasy v jednom klanu vykazují evoluční příbuznost 
podobnou terciární strukturu a také sekvenčním motivem v blízkosti katalytických zbytků. 
Nejvýznamnějším klanem aspartátových proteas je klan AA s rodinou A1 pepsinu a 
rodinou A2 retrovirálních proteas. Dále lze uvést klan AD s rodinou A22 proteas vázaných 
na buněčnou membránu obsahující např. proteasu presenilin. Tato práce se zaměřuje na 
proteolytické enzymy z rodiny pepsinu.  
1.1.2.1 Rozšíření a role aspartátových proteas rodiny pepsinu   
Aspartátové proteasy se podílejí na štěpení proteinů ve fyziologických i 
patofyziologických procesech a jejich zástupci byli popsáni u virů, bakterií, hub, rostlin i 
živočichů9. U obratlovců se podílejí na katabolickém štěpení proteinů v lysozomech, při 
trávení potravy ve střevě a jsou důležité pro udržování homeostáze v buňkách10. Některé 
druhy parazitárních členovců nebo prvoků využívají aspartátové proteasy k trávení potravy 
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získané z hostitele11,12. U rostlin jsou aspartátové proteasy nezbytné pro rozmnožování, při 
obraně proti patogenům, během rostlinné senescence a apoptózy13,14. K trávení hmyzu 
využívají masožravé rostliny aspartátové proteasy15. U hub jsou sekretované aspartátové 
proteasy důležité pro jejich výživu a také při patogenezi16. U retrovirů se aspartátové 
proteasy podílejí na štěpení polyproteinů před složením nové virové částice uvnitř 
hostitelské buňky17.  
Eukaryotické aspartátové proteasy rodiny A1 pepsinu jsou endopeptidasy, které 
jsou aktivní převážně v kyselém pH. K nejznámějším zástupcům patří pepsin A, pepsin B, 
pepsin C a chymosin z trávicího traktu savců. Katepsin D (KatD) a katepsin E jsou 
především intracelulární proteasy, které se podílejí na proteolýze uvnitř lysozomů18. Renin 
je proteasa sekretovaná z ledvin do krevního řečiště, kde štěpí angiotensinogen na 
angiotensin I, účastní se tak regulace krevního tlaku. Na rozdíl od většiny aspartátových 
proteas má renin pH optimum v neutrální oblasti okolo pH 719. -sekretasa 1 (BACE1) je 
proteasa vázaná na buněčnou membránu neuronů. BACE1 je schopna štěpit amyloidní 
prekurzorový protein (APP) na -amyloidní peptid (β-AP), který se hromadí v amyloidních 
placích v nervových buňkách při Alzheimerově chorobě20,21.  
1.1.2.2 Struktura aspartátových proteas rodiny pepsinu 
Aspartátové proteasy rodiny A1 pepsinu se skládají ze dvou velmi podobných 
domén označovaných jako C- a N-doména, které pravděpodobně vznikly duplikací jednoho 
genu22. Na obr. 2 na str. 7 jsou znázorněné dvě domény lidského pepsinu. Aktivní centrum 
se nachází mezi oběma doménami, přičemž jeden katalytický zbytek kyseliny asparagové 
je v každé doméně. Podlouhlá dutina aktivního centra (o délce cca 30 Å) je schopná vázat 
až 8 aminokyselin substrátu. Aminokyselinová sekvence v oblasti katalytických aspartátů 
je konzervovaná, nejčastěji Asp-Thr/Ser-Gly-Thr/Ser. Proteasy rodiny pepsinu sdílejí 




Obr. 2 Prostorová struktura pepsinu v komplexu s inhibitorem pepstatinem A (PDB kód: 1PSO). 
Molekula pepsinu (šedivě) je znázorněna ve stužkovém modelu. Dva katalytické aspartáty (oranžově) a 
pepstatin A (zeleně) v aktivním centru jsou zobrazeny v tyčkovém modelu. Obrázek byl připraven 
pomocí programu Pymol.  
 
Některé aspartátové proteasy mají přidané domény se specifickou funkcí. Například 
BACE1 má hydrofobní transmembránovou doménu nebo phytepsin, aspartátová proteasa 
z vakuol ječmene, má na C-konci specifickou doménou PSI („plant specific insert“) o 
velikosti 10 kDa, která je příbuzná se saposiny a umožňuje interakci s membránami23,24. 
Posttranslační modifikace se vyskytují u všech aspartátových proteas rodiny 
pepsinu. Tyto proteasy mají tři konzervované disulfidické můstky, které stabilizují terciární 
strukturu10. Další možné posttranslační modifikace jsou glykosylace (např. lidský katepsin 
E) nebo fosforylace (např. hovězí KatD).  
1.1.2.3 Katalytický mechanismus aspartátových proteas 
Aspartátové proteasy mají podélné aktivní centrum, na jehož dně jsou dva 
katalytické zbytky kyseliny asparagové (Asp33 a Asp231). Jeden katalytický aspartát se 
chová jako kyselina, druhý jako báze, což je dáno rozdílnou hodnotou pKa. Molekula vody, 
která interaguje s katalytickými aspartáty a je jimi deprotovaná, zahajuje proteolytické 
štěpení substrátu. Její kyslík jako nukleofil atakuje karbonylový uhlík substrátu (krok 1 na 
obr. 3 na str. 8) za vzniku nestabilního tetrahedrálního meziproduktu (krok 2 na obr. 3 na 
str. 8). Přesunem hydroxylu z vody na substrát vzniká nová karboxylová skupina na C-
konci produktu, vodík z molekuly vody je součástí nové aminoskupiny na N-konci druhého 
produktu (krok 3 na obr. 3 na str. 8). Následně dochází k uvolnění obou produktů z dutiny 






Obr. 3 Schematické znázornění katalytického mechanismu aspartátových proteas. Štěpená peptidová 
vazba je znázorněna červeně. 1) Molekula vody navázaná na katalytické aspartáty (Asp33 a Asp231) zahajuje 
nukleofilní atak na substrát. 2) Vzniká nestabilní tetrahedrální intermediát. 3) Následuje rozštěpení peptidové 
vazby za vzniku karboxylové skupiny a amino skupiny produktů. Převzato a upraveno podle26.  
1.1.2.4 Substrátová specifita aspartátových proteas rodiny pepsinu 
Všechny aspartátové proteasy rodiny pepsinu jsou endopeptidasy, ale jednotliví 
zástupci mají různé fyziologické substráty. Například renin má vyhraněnou substrátovou 
specifitu pouze na jeden známý fyziologický substrát, v krevní plazmě štěpí 
angiotenzinogen na angiotenzin I27. Naopak pepsin, hlavní trávicí proteasa v žaludku, má 
velmi širokou substrátovou specifitu28.  
Substrátová specifita aspartátových proteas byla studována pomocí knihoven 
substrátů obsahující různé aminokyseliny v jednotlivých podmístech. Většina proteas 
rodiny pepsinu preferuje štěpení mezi velkými hydrofobními aminokyselinami29. 
Rozdílnou substrátovou specifitu proteas lze vysvětlit odlišnou stavbou jejich aktivního 
centra a okolí. Například tyrosinová a polyprolinová smyčka KatD, které se nacházejí nad 
aktivním centrem, mají vliv na substrátovou specificitu enzymu. Tyrosinová smyčka 
(Tyr137 a Tyr139) určuje substrátovou specificitu S1 podmísta. Polyprolinová smyčka se 
pravděpodobně podílí na vstupu substrátu do aktivního centra30.  
Na základě porovnání preferencí pro aminokyseliny v jednotlivých podmístech 
aktivního centra byl navržen oktapeptid se sekvencí Lys-Pro-Ile-Glu-Phe↓Nph-Arg-Leu, 
který je velmi dobrým substrátem pro kinetická měření různých aspartátových proteas31. 
Štěpení vazby mezi Phe↓Nph (Nph – p-nitrofenylalanin) lze snadno detekovat jako pokles 
absorbance při 305nm32.  
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1.1.2.5 Regulace aktivity aspartátových proteas rodiny pepsinu 
Regulace aktivity aspartátových proteas je komplexní proces, který probíhá na 
několika úrovních zahrnujících genovou expresi, translaci proteinu, aktivaci proenzymu a 
modulaci aktivity zralého enzymu. V této kapitole budou podrobně popsány poslední dva 
mechanismy.  
Aktivace aspartátových proteas rodiny pepsinu 
Aspartátové proteasy jsou syntetizované ve formě neaktivního proenzymu (také 
zvaného zymogen). Aktivace proenzymu probíhá pouze za určitých podmínek a při správné 
kompartmentaci dané proteasy a může být intracelulární (např. prokathepsin D (proKatD) 
se aktivuje v endo/lysozomech) nebo extracelulární (např. pepsinogen se aktivuje po 
sekreci do žaludku). Proenzym má na svém N-konci propeptid (u aspartátových proteas 
rodiny A1 pepsinu je až padesát aminokyselin dlouhý), bývá také označován jako propart, 
prosegment nebo aktivační peptid. V této práci budou aminokyseliny propeptidu číslované 
nezávisle na zralém enzymu, za číslem aminokyseliny bude přípona „p“ (například 
sekvence lidského proKatD začíná Leu1p). Propeptid má několik funkcí: napomáhá 
správnému sbalení proenzymu, zvyšuje stabilitu proteinu v buněčném prostředí a reguluje 
aktivitu proteasy tím, že brání ve vazbě substrátu do aktivního centra. Změna pH je důležitý 
faktor, který se podílí na řízení procesu aktivace u proteasy33–35.  
Propeptid může být odštěpen celý v jednom kroku, nebo postupně ve více krocích 
za vzniku aktivačních intermediátů. Aktivace pepsinogenu A probíhá v jednom kroku, 
zatímco při aktivaci progastricinu vzniká intermediát36,37. K odštěpení propeptidu za 
vzniku katalyticky aktivní proteasy dochází jak transaktivací, tak i autoaktivací. Při 
transaktivaci jiná, katalyticky aktivní proteasa jiného typu odštěpí propeptid proenzymu. 
Příkladem trans-aktivace je aktivace proenzymu kvasinkové proteinasy B kvasinkovou 
proteinasou A38. Při autoaktivaci si propeptid odštěpí sama proteasa, tento mechanismus 
aktivace se dále dělí na monomolekulární a bimolekulární. Monomolekulární autoaktivace 
probíhá např. u králičího pepsinogenu A-336. Při bimolekulárním mechanismu autoaktivace 
jiná, již aktivovaná molekula odštěpí propeptid proenzymu tak jako např. u opičího 
pepsinogenu A39. U některých proteas (např. hovězího prochymosinu) může docházel 
k autoaktivaci oběma způsoby (monomolekulárně i bimolekulárně) v závislosti například 





Modulace aktivity aspartátových proteas rodiny pepsinu 
I pro katalyticky aktivní enzymy zůstává pH jedním z mechanismů regulace jejich 
aktivity. Většina aspartátových proteas má kyselé pH optimum. Například pepsin štěpí 
substrát v oblasti pH 1 – 6, s nejvyšší aktivitou v pH 3,541. Při dalším růstu pH dochází 
nejdřív ke změně sekundárních struktur a ionizaci některých kyselých aminokyselin, 
později k denaturaci celé molekuly42. U proteas s kyselým pH optimem dochází často při 
zvýšení pH nad 7 k ireverzibilní denaturaci43.  
Pro aspartátové proteasy byly popsány peptidové i proteinové inhibitory. 
Nejznámější peptidový inhibitor aspartátových proteas je pepstatin A, hexapeptid z bakterií 
Actinomyces, který je pikomolárním kompetitivním inhibitorem pepsinu44. V jeho sekvenci 
Iva1-Val2-Val3-Sta4-Ala5-Sta6 je kyselina isovalerová (Iva) a nestandartní aminokyselina 
statin ((3S,4S)-4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanová kyselina) (Sta). Při vazbě 
pepstatinu do aktivního centra pepsinu vytváří hydroxylová skupina Sta4 inhibitoru 
vodíkové můstky s katalytickými aspartáty proteasy. Vytěsňuje tak z aktivního centra 
molekulu vody, která je nezbytná pro zahájení proteolýzy45. Prostorová struktura komplexu 
pepsin-pepstatin A je znázorněna na obr. 2 na str. 7. 
Jsou známé i další přirozené peptidové inhibitory aspartátových proteas. Hydrofilní 
peptid z bakterií rodu Bacillus ATBI („alkalo-thermophilic Bacillus inhibitor“) je 
kompetitivním inhibitorem pepsinu i proteasy F-prot z houby Aspergillus saitoi46. Další 
známé peptidové inhibitory aspartátových proteas představují jejich propeptidy47. U 
lidského KatD byly popsány dvě oblasti propeptidu, které inhibují aktivitu enzymu48. N-
koncová část propeptidu se váže pomocí elektrostatických interakcí a C-koncová část 
propeptidu s tzv. „lysin-tyrosinovou kotvou“ přímo interaguje s katalytickými aspartáty.  
Inhibitory aspartátových proteas proteinového charakteru jsou vzácné a 
mechanismus interakce s enzymem byl popsán pouze u dvou z nich. Prvním takovým 
inhibitorem je IA3 proteinový inhibitor o hmotnosti 8 kDa z kvasinky Saccharomyces 
cerevisie, který specificky inhibuje aspartátovou proteinasu A49. Zatímco v roztoku nemá 
inhibitor pravidelnou sekundární strukturu, v komplexu s pepsinem tvoří jeden dlouhý α-
helix. Druhým je inhibitor PI3 (z angl. „pepsin inhibitor-3“) o hmotnosti 16 kDa z hlístice 
Ascaris suum. Jedná se o specifický proteinový inhibitor pepsinu, který váže svůj N-konec 
do S1´-S3´ vazebných podmíst enzymu, a tak blokuje vazbu substrátu50. Prostorové 
struktury komplexů proteinasa A-IA3 a pepsin-PI3 byly vyřešeny a jsou znázorněny na obr. 




Obr. 4 Prostorové struktury komplexů proteinových inhibitorů s aspartátovými proteasami. 
Aspartátová proteasa je znázorněna ve stužkovém modelu šedivě, katalytické aspartáty jsou v tyčkovém 
modelu oranžově. Inhibitory jsou ve stužkovém modelu zeleně 1) Proteinasa A v komplexu s proteinovým 
inhibitorem IA3 (PDB kód: 1DPJ), 2) Pepsin v komplexu s proteinovým inhibitorem PI3 (PDB kód: 1F34). 
Obrázek byl připraven pomocí programu Pymol.  
 
U ostatních proteinových inhibitorů aspartátových proteas zatím nebyl popsán 
přesný mechanismus inhibice. Z lilku brambor byl izolován specifický inhibitor pro KatD 
nazvaný „Potato Cathepsin D Inhibitor“ (PDI)51. Jedná se o 23 kDa glykoprotein, který 
patří do rodiny Kunitzových inhibitorů. PDI je bifunkční inhibitor, který je schopen účinně 
blokovat aktivitu aspartátových i serinových proteas52,53. 2-makroglobulin, protein z 
plazmy obratlovců, inhibuje řadu aspartátových proteas jako jsou chymosin a katepsiny D 
a E, ale také serinové, cysteinové i metaloproteasy54. Inhibitor „Squash Aspartic Protease 
Inhibitor“ (SQAPI), protein s 96 aminokyselinami z dýně Cucurbita maxima, je sekvenčně 
podobný rostlinným inhibitorům cysteinových proteas tzv. cystatinům, ze kterých 
pravděpodobně vznikl55. Jedná se o nanomolární inhibitor pepsinu a sekretované 
aspartátové proteasy z houby Glomerella cingulata. Tento inhibitor pravděpodobně 
neinteraguje s katalytickými aspartáty proteasy a tím je chráněn před degradací55,56. Protein 
equistatin o velikosti 22 kDa z mořské sasanky Actinia equina, je tvořen třemi doménami 
tyreoglobulinového typu-1. Doména 2 účinně inhibuje KatD, jiné aspartátové proteasy 
ovšem neinhibuje57,58. Doména 1 equistatinu inhibuje cysteinové proteasy, funkce třetí 
domény zatím není známá57.  
Syntetické inhibitory aspartátových proteas byly připraveny na základě znalosti 
sekvence přirozených inhibitorů. Například na základě struktury inhibitoru pepstatinu byly 
odvozeny další peptidomimetické inhibitory aspartátových proteas, které obsahují Sta59. 
Další strategie pro návrh inhibitorů aspartátových proteas je založena na základě známých 
substrátů těchto enzymů. Tyto inhibitory napodobují přechodný stav během proteolýzy, 
mají ale pozměněnou strukturu tak, aby vazba mezi P1-P1‘ zbytky nebyla hydrolyzovatelná. 
Navrženy byly například inhibitory s redukovanou amidovou vazbou, 
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s hydroxyethylenovým isosterem nebo se záměnou L-aminokyselin za D-aminokyseliny60–
62. 
Další skupinou inhibitorů aspartátových proteas jsou látky, které kovalentně 
modifikují katalytické aspartáty. Po jejich navázání už katalytické aspartáty nemohou 
interagovat s molekulou vody a následně zahájit proteolýzu. Jako příklad lze uvést inhibitor 
EPNP (1,2-epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propan), který esterifikuje katalytické aspartáty nebo 
peptidomimetické inhibitory s epoxyalkoholovou skupinou, které alkylují katalytické 
aspartáty63,64. Všechny inhibitory modifikující katalytické aspartáty jsou ale nespecifické, 
protože mohou modifikovat i jiné aminokyseliny v molekule enzymu.  
1.1.3 Proteasy typu katepsin D 
Název katepsiny pochází z řeckého „kathepsein“, česky „trávit“. Termín katepsin 
D použil poprvé Press v roce 1960 pro označení proteasy izolované z hovězí sleziny 
s kyselým pH optimem65. V současné době je známo dvacet různých katepsinů, v lidském 
genomu jich je popsáno patnáct. Nejvíce zastoupené jsou cysteinové katepsiny, například 
katepsiny B, C, H, L. Katepsiny A a G jsou serinové proteasy a katepsiny D a E jsou 
aspartátové proteasy66.  
1.1.3.1 Funkce proteas typu katepsin D 
 Experimenty na myších s vypnutým genem pro KatD prokázaly důležitost KatD 
pro správný vývoj. Během embryogeneze KatD pravděpodobně není nezbytný, na myších 
nebyly pozorovány žádné změny ani během prvních dvou týdnů po narození67. Je ale 
možné, že KatD přecházel z matky do embrya přes placentu během prenatálního vývoje a 
po porodu v mléku. U myší během třetího týdne po narození docházelo k rozsáhlé nekróze 
v tenkém střevě a k souvisejícímu úbytku hmotnosti. Apoptóza byla pozorovaná u buněk 
oční sítnice, kde vedla k oslepnutí, a také u buněk v brzlíku a ve slezině. Změny byly 
pozorovány i v centrálním nervovém systému, kde docházelo k hromadění ceroidního 
lipofuscinu v neuronech podobně jako u neuronální ceroidní lipofuscinózy68. Proteolýza 
v lysozomech byla zachovaná v obvyklém rozsahu, je ale možné, že ostatní katepsiny 
kompenzovaly absenci KatD69. Nicméně všechny myši uhynuly čtvrtý týden po narození67.  
Dalšími modelovými organismy, u kterých byl odstraněn gen pro katepsin D, byly 
ryby a mouchy octomilky (Danio rerio a Drosophila melanogaster). U ryb docházelo k 
abnormálnímu vývoji očí, hyperpigmentaci kůže, nevyvíjel se u nich plynový měchýř a 
celkově byly menší a dříve uhynuly70. Octomilky se vyvíjely normálně a byly 
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životaschopné a fertilní, nicméně i u nich docházelo k neurodegeneraci podobné neuronální 
ceroidní lipofuscinóze71. Výsledky studií na modelových organismech prokazují 
komplexní působení KatD na více úrovních. 
U bezobratlých jsou proteasy typu KatD důležité při trávení potravy. Podrobněji je 
prozkoumaná role KatD u krev sajících parazitů, kde KatD ve střevech zahajuje štěpení 
hemoglobinu, důležitého zdroje energie a aminokyselin. KatD z parazitické motolice 
krevničky Schistosoma japonicum (SjKatD1), je lokalizován v trávicích vakuolách a 
pravděpodobně je důležitý během štěpení hemoglobinu72. Krevnička Schistosoma mansoni 
má tři různé proteasy typu KatD – SmKatD1, SmKatD2 a SmKatD3. SmKatD1 zahajuje 
štěpení v hemoglobinolytické kaskádě ve střevech73. SmKatD2 byl nalezen v dospělých 
parazitech, SmKatD3 v larvách schistosomulách12. Inhibice SmKatD1 pomocí RNA 
interference vedla ke ztrátě schopnosti krevničky trávit hemoglobin a v důsledku k supresi 
růstu krevničky74. Ve střevech ploštice Triatoma infestans byly nalezeny dvě proteasy typu 
KatD - TiKatD1 a TiKatD2. Exprese TiKatD1 byla závislá na sání krve z hostitele75.  
 U řady bezobratlých, kteří nepatří mezi parazity, je KatD také přítomný ve střevech 
jako trávicí proteasa. U mouchy domácí (Musca domestica) se proteasy typu KatD podílejí 
na trávení ve předním a středním střevě76. Ve střevech zrnokaze skvrnitého 
(Callosobruchus maculatus) a mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata) 
proteasy typu KatD spolu s cysteinovými proteasami štěpí rostlinné proteiny77,78. V 
přítomnosti inhibitorů cysteinových proteas dochází k zvýšené expresi proteas typu KatD, 
které tyto inhibitory štěpí a zvyšují tak aktivitu cysteinových proteas ve střevě.  
U hmyzu se KatD podílí na štěpení proteinu vitelogeninu nebo později vitellinu, 
zásobního proteinu vajec, a je nezbytný během procesu metamorfózy. U komárů Aedes 
aegypti se lysozomální proteasa typu KatD označovaná mLAP podílí na syntéze a 
zpracování vitellogeninu79. Podobně u ploštic Rhodnius polixus a Dipetalogaster maxima 
proteasa typu KatD degraduje vitelin během embryogeneze80,81. Proteasa typu katepsin D 
(BmCatD) z bource morušového (Bombyx mori) se účastní programované buněčné smrti 
střev a tukového tělesa během proměny larvy na dospělce82.  
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1.2 Lidský katepsin D 
1.2.1 Fyziologie lidského katepsinu D 
1.2.1.1 Lokalizace a fyziologické funkce lidského katepsinu D 
 
Lidský KatD je lokalizován především v lysozomech, pozdních endosomech a 
fagosomech všech tkání a orgánů83. Během apoptózy dochází k degradaci lysozomů a vylití 
jejich obsahu do cytosolu (viz níže). Byl také popsán přesun KatD z lysozomů do 
buněčného jádra, kde se váže na chromatin84. Jeho funkce v buněčném jádře ale není zatím 
známá.  
Exocytózou je KatD sekretován z buněk. U lidí byl KatD nalezen v séru, v potu a v  
moči85–87. V epitelových buňkách mléčné žlázy dochází k selektivní exocytóze proKatD88. 
Dále byl KatD lokalizován v extracelulární matrix buněk, v synoviální tekutině kloubů a 
v cévách v místech, kde se hromadí makrofágy89–91.  
V lysozomech lidský KatD degraduje nespecificky funkční a strukturní proteiny, 
ale také inaktivuje peptidové hormony a inhibitory. Dále se podílí na specifické aktivaci 
růstových faktorů nebo jejich receptorů. Mezi jeho fyziologické substráty patří 
apolipoprotein B, aktin, myosin, fibrin, inzulin, glukagon, kininogen, cystatin C a mnoho 
dalších proteinů a peptidů92. Produkty štěpení KatD jsou také peptidy, které jsou 
prezentovány na MHC II receptorech na povrchu imunitních buněk93.  
 Programovaná buněčná smrt (apoptóza) zahrnuje sled biochemických procesů, 
které vedou k řízenému šetrnému odstranění buňky z organismu a lysozomální proteasy 
jsou důležitou součástí tohoto procesu94. Zvýšená propustnost lysozomální membrány je 
jeden z prvních kroků apoptózy a předchází například rozpadu mitochondrií, uvolnění 
cytochromu c nebo aktivaci caspas. KatD se účastní různých apoptotických drah a může 
indukovat apoptózu přímou nebo nepřímou dráhou. Je mediátorem apoptózy při 
oxidativním stresu nebo po přidání cytotoxických látek, např. staurosporinu95,96.  
Nedostatečně prozkoumaná je schopnost KatD štěpit proteiny v cytosolu, kde je 
fyziologické pH okolo pH 7,2. Během apoptózy dochází k okyselení cytosolu, což je 
příznivé pro katalytickou aktivitu KatD, který má kyselé pH optimum97. V cytosolu 
fibroblastů štěpí KatD protein Bid (mediátor apoptózy) na třech místech, což vede 
k zahájení apoptózy98. Dále je katalyticky aktivní KatD nezbytný pro přesun Bax proteinu 
na mitochondriální membránu, kde dochází po oligomerizaci Bax proteinů k zahájení 
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apoptózy99,100. V cytosolu endoteliálních buněk KatD štěpí thioredoxin-1, důležitý anti-
apoptotický protein101. Podle některých studií během apoptózy není nezbytná katalytická 
aktivita KatD. Přidáním KatD (katalyticky aktivního i neaktivního) do fibroblastů nebo 
nádorových HeLa buněk vyvolává v obou případech apoptózu102. Rozvoj apoptózy v 
nádorových buňkách jako odpověď na přítomnost protinádorových léčiv je mnohem 
rychlejší v přítomnosti KatD, nezávisle na jeho katalytické aktivitě 103.  
Na druhou stranu podle jiných studií především v nádorových buňkách může 
zvýšená exprese KatD podporovat růst nádoru a inhibovat apoptózu, tj. působit anti-
apoptoticky. U nádorových i nenádorových buněk exprese KatD stimuluje proliferaci 
buněk a angiogenezi104. Transfekce KatD do fibroblastů podporuje jejich růst nezávisle na 
aktivitě enzymu105. Naopak inhibice KatD v neuroblastomech specifickým inhibitorem 
pepstatinem vedla v některých studiích k indukci apoptózy činností caspas100. Z výše 
uvedených studií je patrné, že fyziologické a patofyziologické působení KatD je komplexní 
a doposud nebylo plně objasněno.  
1.2.1.2 Syntéza a aktivace lidského katepsinu D 
Gen pro KatD je lokalizován na chromozomu 11, skládá se z 9 exonů106. Promotor 
obsahuje sekvence typické pro konstitutivní expresi (bohaté na CG a sekvence pro vazbu 
transkripčního faktoru Sp1) i charakteristické pro inducibilní expresi (TATAA sekvence) 
107. Lze tedy předpokládat, že dochází k oběma typům exprese. Exprese KatD je regulovaná 
růstovými faktory, cytokiny, steroidními hormony nebo vitaminy, například estrogen a 
progesteron zvyšují jeho expresi108–110.  
Lidský KatD je syntetizován ve formě pre-pro-proteinu na ribozomech hrubého 
endoplasmatického retikula, obsahuje 20 aminokyselin dlouhý signální peptid, následuje 
44 aminokyselin dlouhý propeptid a dále vlastní enzym o délce 348 aminokyselin. Signální 
peptid je odštěpen signální peptidasou během přesunu přes membránu do lumen hrubého 
endoplasmatického retikula111.  
Uvnitř hrubého endoplasmatického retikula probíhá glykosylace proenzymu, na dva 
zbytky asparaginu (Asn70 a Asn199) jsou navázány oligosacharidy vysokomannosového 
typu112. Tato glykosylace není důležitá pro enzymovou aktivitu ani správné sbalení 
proteinu, ale pro jeho další směrování do lysozomů113. V cis-Golgiho aparátu jsou 
mannosové zbytky fosforylovány. Tento krok je nezbytný aby se proKatD v trans-Golgi 
aparátu navázal na mannosa-6-fosfátové receptory (M6F-R) a dostal se do endo-
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lysozomálních kompartmentů, kde se proKatD působením kyselého pH uvolňuje z M6F-
R114. Schéma syntézy a kompartmentace proKatD jsou znázorněné na obr. 5 na str. 16.  
 
Obr. 5 Schematické znázornění syntézy a transportu proenzymu lidského prokatepsinu D (proKatD). 
1) Syntéza pre-pro-enzymu KatD (S – signální sekvence, P – propeptid) probíhá na ribozomech hrubého 
endoplasmatického retikula (ER). 2) Signální peptid je odštěpen během přesunu do lumen endoplasmatického 
retikula signální peptidasou. 3) V ER dochází ke glykosylaci vysokomannosového typu na dvou 
asparginylových zbytcích (N). 4) Následná fosforylace mannosových zbytků (P ve žlutém kolečku) probíhá 
v Golgiho aparátu (Golgi), kde se takto upravený proKatD váže na M6F-R a tento komplex je následně 
transportován do endo/lysozomů. Schematicky jsou znázorněny katalytické aspartáty Asp33 a Asp231 (D). 
Převzato a upraveno podle115. 
 
K transportu do lysozomů může docházet i nezávisle na M6F-R. Saposiny A, B, C a 
D jsou malé proteiny, které aktivují v lysozomech hydrolázy sfingolipidů. Prosaposiny 
(vysokomolekulární prekurzor saposinů) se mohou vázat na proKatD za vzniku stabilního 
komplexu oligomerů prosaposinů s proKatD116. Vzniklý komplex může být transportován 
do lysozomů nebo být sekretován ven z buňky116,117. V lysozomech prosaposin stimuluje 
aktivaci proKatD na katalyticky aktivní pseudokatepsin D (pseudoKatD), který následně 
štěpí prosaposiny na saposiny116,118. Uvedený mechanismus nezávislý na M6F-R je 
specifický a funkční pro některé buněčné linie bez M6F-R119.  
V kyselém pH endo/lysozomů se nejprve proKatD uvolňuje z M6F-R, následně 
dochází k odštěpení fosfátů ze sacharidových zbytků na povrchu enzymu (krok 1 na obr. 6 
na str. 18) a poté k samotné aktivaci enzymu. V prvním kroku dochází vlivem pH k 
rozvolnění vazby mezi propeptidem a enzymem, což umožní odštěpení N-konce 
propeptidu autoaktivací. Během tohoto monomolekulárního procesu je odstraněno prvních 
26 aminokyselin z propeptidu (Leu1p-Leu26p) za vzniku katalyticky aktivní formy 
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pseudoKatD120–122. Tato forma KatD je schopná aktivovat další molekuly proKatD a 
urychlit tak vznik aktivního enzymu bimolekulárním mechanismem. Autoaktivace 
proKatD na pseudoKatD byla potvrzena pouze in vitro, pseudoKatD nebyl izolován in vivo 
a tento krok není ani nezbytný pro vznik zralého enzymu123. V dalším kroku aktivace 
dochází k odštěpení buď zbytku propeptidu (Leu27p-Glu44p) nebo celého propeptidu 
(Leu1p-Glu44p) jinou proteasou (krok 2 na obr. 6 na str. 18). Tento proces je 
bimolekulární, vzniká zralý jednořetězcový KatD (sekvence začíná Gly1)122,124. Aktivační 
proteasou je pravděpodobně některá cysteinová proteasa, katepsin B nebo katepsin L125,126.  
Dále je v lysozomech vyštěpen z jednořetězcového KatD hexapeptid Ala99-Ala104, 
čímž vzniká dvouřetězcová forma KatD, složená z lehkého řetězce na N-konci (14kDa) a 
těžkého řetězce na C-konci (34kDa) (krok 3 na obr. 6 na str.18)127. Lehký a těžký řetězec 
nejsou spojené kovalentně. Lidský KatD se téměř výhradně vyskytuje ve dvouřetězcové 
formě a není známý důvod změny jednořetězcové formy KatD na dvouřetězcovou 
formu128.  
Popsáno bylo zkracování koncových sekvencích zralého KatD. Karboxypeptidasy 
nebo aminopeptidasy mohou zkrátit jeden nebo oba řetězce až o sedm aminokyselin 
postupným odbouráváním (krok 4 na obr. 6 str. 18)123,129–131. Předpokládá se, že postupné 
odbourávání aminokyselin z N- a C-konce KatD souvisí se stárnutím molekuly130. Další 
popsaná modifikace KatD je nitrace tyrosinového zbytku Tyr168, která byla popsaná při 





Obr. 6 Schéma aktivace a procesování proenzymu lidského katepsinu D (proKatD) za vzniku aktivního 
enzymu. 1) V endosomech jsou sacharidové zbytky proKatD (52 kDa) defosforylovány (P ve žlutém 
kolečku). 2) Odštěpení propeptidu (P) za vzniku zralého jednořetězcového KatD (48 kDa). 3) Dále je tato 
forma rozštěpená na dvouřetězcovou formu (N-koncová doména o velikosti 14k Da a C-koncová doména o 
velikosti 34 kDa). 4) Postupné odbourávání aminokyselin z N- a C-konců obou řetězců KatD působením 
aminopeptidas a karboxypeptidas. Převzato a upraveno podle115. 
1.2.2 Patofyziologie lidského katepsinu D 
Lidský KatD je spojován s celou řadou patologií, mezi nejznámější patří nádorová 
onemocnění, Alzheimerova choroba a ateroskleróza, mezi ty méně známé se řadí například 
osteoartritida, akutní zánět slinivky břišní nebo kožní onemocnění.  
1.2.2.1 Katepsin D v nádorových onemocněních 
 Zvýšené množství neaktivního proKatD v nádorových buňkách různých tkání bylo 
poprvé pozorováno ve druhé polovině 80. letech133. Od té doby řada studií popsala zvýšený 
výskyt proKatD a/nebo KatD v celé řadě nádorových onemocnění. V současné době je 
zvýšená hladina proKatD považovaná za nezávislý prognostický marker nádorového 
onemocnění prsu134,135. Nicméně kvůli nejednotné metodice kvantifikace proKatD není 
takto využíván134.  
 U nádorů prsu, prostaty, ovarií nebo plic byla popsána nadprodukce proKatD a jeho 
následná sekrece do extracelulárního prostoru136–139. Nádorové buňky, které sekretují laktát 
a ovlivňují funkci H+/ATPásové pumpy na povrchu buněčné membrány, tvoří ve svém 
okolí mírně kyselé pH, které je vhodné pro aktivaci proKatD na katalyticky aktivní KatD, 
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který by mohl dále štěpit extracelulární matrix (ECM) a rozpustné extracelulární proteiny, 
například chemokiny, které se podílejí na protinádorové imunitě, inhibitory jiných proteas, 
které štěpením ECM mohou usnadňovat růst nádoru, nebo přímo růstové faktory 140–143.  
  Jiné studie prokazují autokrinní aktivitu KatD nezávislou na jeho katalytické 
aktivitě144. Po přidání pepstatinu, inhibitoru aspartátových proteas, nebyl pozorován žádný 
vliv na změnu růstu nádorových buněk145. Dále byla popsaná vazba proKatD na buněčnou 
membránu nádorových buněk prsu, kterou bylo možné blokovat specifickými protilátkami 
proti propeptidu proKatD146,147. Vazba syntetického propeptidu na povrch nádorových 
buněk (například u ovarií, prostaty, prsu nebo plic), měla stejný mitogenní účinek jako 
vazba celého proenzymu148. Jiné studie uvádějí interakci těžkého řetězce KatD s doposud 
nepopsaným povrchovým receptorem, která byla nezávislá na katalytické aktivitě 
enzymu149.  
Doposud byly popsány dva receptory, na které by se proKatD mohl vázat – M6F-R 
a membránový receptor „low-density lipoprotein receptor-related protein-1“ (LRP1), oba 
se nachází na buněčné membráně. Vazba proKatD na β-řetězec receptoru LRP1 na povrchu 
fibroblastů vede k parakrinní stimulaci růstu fibroblastů150. Zatím není jednoznačné, zda 
LRP1 je receptor, na který se váže proKatD v národových buňkách, nebo jestli se váže na 
jiný, doposud neznámý receptor.   
 Pro proKatD bylo popsáno několik různých mechanismů, kterými podporuje šíření 
nádorových buněk a růst metastází. U fibroblastů proKatD podporuje jejich proliferaci, 
přežití a pohyblivost, což může mít vliv na další rozrůstání nádoru144. U nádorového 
onemocnění prsu je přítomnost KatD v extracelulárním prostoru spojena s rychlejším 
rozrůstáním nádoru a snížením kontaktní inhibice buněk151. Nepřímé působení KatD na 
stimulaci růstu metastází je štěpení inhibitorů jiných extracelulárních proteas, které poté 
mohou degradovat ECM152. Štěpením některých chemokinů makrofágů (např. MIP-1, 
CCL3, CCL4 a SCL21) může KatD také snižovat protinádorovou imunitu a ovlivňovat 
migraci nádorových buněk153.  
 Dalším důležitým procesem, kterého se KatD účastní, je angiogeneze, tj. tvorba 
nových krevních kapilár, které vyživují nádorové buňky. Množství KatD koreluje 
s hustotou kapilár v nádorech prsu, ať je enzym katalyticky aktivní nebo není104. V in vitro 
testech bylo prokázáno, že KatD je schopen štěpit angiogenní faktory (např. „fibroblast 
growth factor“ - FGF) i anti-angiogenní faktory (např. angiostatin, prolaktin a endostatin) 
142,154–157. Není ale jasné, které z těchto faktorů je KatD schopen štěpit také in vivo158. 





Obr. 7 Souhrn funkcí katepsinu D (KatD) v nádorových tkáních. Prokatepsin D (proKatD) je nadměrně 
syntetizován a následně sekretován z nádorových buněk. V kyselém extracelulárním prostředí dochází k jeho 
aktivaci. Zralý KatD může být sekretován nejen z nádorových buněk, ale i z makrofágů nebo fibroblastů. 
Katalyticky aktivní enzym v extracelulárním prostoru může štěpit nejen extracelulární matrix (ECM), ale i 
uvolnit růstové faktory. Ty, spolu s proKatD, mohou stimulovat další růst nádorových buněk. Růstové faktory 
stimulují dělení buněk a angiogenezi. Převzato a upraveno podle159. 
 
 Lidský KatD hraje důležitou roli při vzniku a rozvoji nádorových onemocnění, 
proto je perspektivním cílem pro léčbu některých nádorů160. V in vitro testech inhibitory 
KatD zpomalovaly růst vybraných typů nádorů prsu161. V současné době jsou navrhovány 
nové specifické inhibitory, které bude možné využít pro další vývoj protinádorových 
léčiv162. 
1.2.2.2 Neurodegenerativní onemocnění spojovaná s katepsinem D 
Podobně jako v ostatních tkáních i v neuronech se KatD podílí na degradaci 
proteinů. Mezi jeho fyziologické substráty patří proteiny jako APP, α-synuclein nebo 
huntingtin, jejichž chybná degradace je příčinou vzniku různých degenerativních 
onemocnění (Alzheimerova, Parkinsonova nebo  Huntingtonova choroba)163. Jednou z 
možných příčin těchto onemocnění je chybná degradace proteinů KatD. Mutace v sekvenci 
KatD byly popsány u pacientů s neuronální ceroidní lipofuscinosou, vážným 
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neurodegenerativním onemocněním163. Tato kapitola bude dále zaměřena pouze na 
Alzheimerovu chorobu, protože s tou je KatD spojován nejčastěji.  
Při Alzheimerově chorobě, která je hlavní příčinou stařecké demence, dochází ke 
ztrátě kognitivních a intelektuálních schopností, ke změnám chování a úbytku fyzických 
schopností. Během tohoto onemocnění dochází k extracelulárnímu ukládání β-AP a 
fragmentů z tau proteinů, následnému vzniku plaků na povrchu neuronů a k postupnému 
odumírání neuronů164,165.  
V neuronech se vyskytuje APP o velikosti 695 aminokyselin, který se skládá ze tří 
domén – extracelulární N-koncové domény, transmembránové domény a intracelulární C-
koncové domény. APP je v neuronech fragmentován třemi proteasami (α-, β-, γ-
sekretasou). Ve zdravých buňkách je nejprve štěpen α-sekretasou v extracelulární doméně 
12 aminokyselin před transmembránovou doménou za vzniku velkého rozpustného 
fragmentu (sAPP) a transmembránové domény, která je dále štěpená γ-sekretasou na tzv. 
p3 peptid. Tímto způsobem nevznikají nerozpustné plaky166.  
Při Alzheimerově chorobě je APP štěpen BACE1 v extracelulární doméně o 16 
aminokyselin blíže k N-konci APP než štěpí α-sekretasa. Vzniká tak menší rozpustný 
fragment (sAPP), který se uvolňuje do extracelulárního prostoru a transmembránová 
doména (C99), která je dále štěpená γ-sekretasou na 28 aminokyselin dlouhý β-AP a protein 
AICD („APP intracellular domain“). Agregací β-AP v extracelulárním prostoru neuronů 
vznikají patogenní amyloidní plaky165. KatD je schopen štěpit APP ve stejné pozici jako β-
sekretasa, proto může přispívat ke vzniku β-AP a patogenních plaků167. Zvýšená hladina 
KatD v mozkomíšním moku a v placích v neuronech byla popsaná u pacientů 
s Alzheimerovou chorobou168–170. Rozdílné štěpení APP α-sekretasou, BACE1 a KatD je 





Obr. 8 Štěpení APP v buněčné membráně sekretasami. APP (v čárkovaném obdélníku) je štěpen α-
sekretasou za vzniku extracelulárního proteinu sAPPα a transmembránové domény C83. Při štěpení APP β-
sekretasou vzniká transmembránová doména C99. Její následné štěpení γ-sekretasou nebo KatD dochází 
ke vzniku extracelulárních β-AP a AICD proteinu. Agregací β-AP v extracelulárním prostoru vznikají 
nerozpustné plaky, které vedou k umírání neuronů. Převzato a upraveno podle166 . 
 
Další možnou příčinou vzniku Alzheimerovy choroby je tvorba intracelulárních 
plaků z hyperfosforylovaných tau proteinů, což vede ke zhoršení vnitrobuněčného 
transportu a komunikaci mezi neurony164. Tau proteiny se za fyziologických podmínek 
nachází v cytosolu neuronů navázané na mikrotubuly, kde napomáhají správnému 
vnitrobuněčnému transportu. Tau protein má řadu fosforylačních míst, které slouží 
k regulaci jeho aktivity. Defosforylovaný tau protein brání rychlé depolymerizaci 
mikrotubulů, zatímco fosforylovaný tau protein depolymerizaci naopak urychluje171. KatD 
je schopen štěpit tau proteiny na C-konci za vzniku neurotoxických fragmentů172. Při 
inhibici KatD v in vitro testech dochází k snížení množství těchto fragmentů173. Schéma 




Obr. 9 Schematické znázornění vzniku plaků z tau proteinů uvnitř neuronů při Alzheimerově chorobě. 
Tau proteiny jsou součástí mikrotubulů a jejich fosforylace vede k destabilizaci, rozpadu mikrotubulů a 
následnému uvolnění tau proteinů do cytosolu. Štěpením tau proteinů v cytosolu KatD mohou vznikat 
nerozpustné plaky, které způsobují Alzheimerovu chorobu. Převzato a upraveno podle171. 
 
Dříve byla Alzheimerova choroba spojovaná s minoritním polymorfismem 
v sekvenci propeptidu proKatD Ala38pVal, který vedl ke změně aktivace proKatD nebo 
sekreci proKatD do extracelulárního prostoru48. Výskyt této mutace je spojen s vyšší 
pravděpodobností vzniku Alzheimerovy choroby174. Nicméně výsledky posledních studií 
na velkých populacích jsou rozporuplné, proto se soudí, že význam tohoto polymorfismu 
pro rozvoj Alzheimerovy choroby je spíš malý175.  
1.2.2.3 Role katepsinu D v ateroskleróze  
 Ateroskleróza neboli kornatění tepen je onemocnění, při kterém v důsledku 
ukládání tukových látek do stěn cév dochází ke vzniku plaků a postupnému zúžení až 
uzávěru cév, což vede k infarktu myokardu nebo mozkové mrtvici176. V aterosklerotických 
placích makrofágy sekretují lysozomální enzymy, mimo jiné proKatD, které se mohou 
v kyselém prostředí tvořeném makrofágy aktivovat91,177–180. Katalyticky aktivní KatD 
může štěpit LDL („low density lipoproteins“) nebo apolipoprotein B-100, což vede 
k destabilizaci těchto lipoproteinů, následnému spojování a jejich hromadění ve stěnách 
cév91,181. Makrofágy absorbují změněné LDL a mění se na tzv. pěnové buňky, které se 




1.2.3 Biochemická charakterizace lidského katepsinu D 
1.2.3.1 Struktura lidského katepsinu D 
Lidský KatD má podobnou strukturu jako jiné aspartátové proteasy rodiny pepsinu. 
Molekula je rozdělená na dvě prostorové domény, které vykazují prostorovou podobnost, 
a proto se předpokládá, že vznikly duplikací jednoho genu22. Mezi doménami se nachází 
aktivní centrum, přičemž každá doména nese jeden katalytický aspartát (Asp33 a Asp231 
číslované podle lidského zralého KatD). V blízkosti aktivního centra se nachází povrchová 
smyčka se sekvencí bohatou na prolin (Pro312-Pro317), která se podílí na substrátové 
specificitě enzymu. V molekule jsou celkem čtyři disulfidické můstky, což je o jeden navíc, 
než mají jiné aspartátové proteasy (disulfidový můstek Cys27-Cys96). Lidský KatD je 
glykosylovaný oligosacharidovými zbytky vysokomannosového typu v pozicích Asn70 a 
Asn19930. Lidský KatD má vysokou homologii s KatD z jiných savců i s jinými 
aspartátovými proteasami (např. 87% s prasečím KatD, 49% s pepsinem, 58% 
s reninem)183. Prostorová struktura zralého lidského katepsinu D v komplexu s pepstatinem 
je znázorněna na obr. 10 na str. 24. 
 
 
Obr. 10 Prostorová struktura komplexu lidského KatD s inhibitorem pepstatinem (PDB kód: 1LYB). 
Enzym je zobrazen stužkovým modelem, N-koncový řetězec je tmavě šedý, C-koncový řetězec je světle šedý. 
Zvýrazněny jsou postranní řetězce katalytických aspartátů Asp33 a Asp231 (červeně), disulfidické můstky 
(žlutě), oligosacharidové zbytky N-glykosylace (oranžově), sekvence bohatá na prolin Pro312-Pro317 
(azurově). N-konec enzymu je označen zeleně. Molekula pepstatinu v aktivním centru je znázorněna 
v tyčinkovém modelu fialově. Obrázek byl připraven pomocí programu Pymol. 
 
Dvě prostorové struktury lidského KatD byly získány z krystalizačních podmínek 
v mírně kyselém pH: jednak KatD s prázdným aktivním centrem (PDB kód: 1LYA), jednak 
KatD v komplexu s nanomolárním inhibitorem pepstatinem. (PDB kód: 1LYB)184. U obou 
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struktur je vidět N-konec enzymu v konformaci jednoho z řetězců β-skládaného listu na 
povrchu enzymu (na obr. 10 na str. 24 zobrazen zeleně). Dále byla publikována struktura 
lidského KatD v pH 7.5 (PDB kód: 1LYW), ve kterém je vidět N-konce enzymu přetočený 
do aktivního centra185. Nedávno byly publikovány celkem čtyři struktury KatD 
s nepeptidovými inhibitory. Tři z nich jsou s lidským KatD (PDB kódy: 4OD9, 4OBZ a 
4OC6), jedna je s krysím KatD (PDB kód: 5UX4)186,187.  
Struktura lidského proKatD nebyla zatím vyřešena, publikovaný strukturní model 
proKatD ukazuje dvě oblasti propeptidu, které interagují s povrchem enzymu. N-koncová 
doména (Leu1p-Arg14p) se váže k enzymu převážně elektrostaticky. Druhá oblast 
propeptidu (Ile27p-Glu44p) se váže pomocí tzv. „lysin-tyrosinové kotvy“ (Lys34p-
Tyr35p) vodíkovými můstky na katalytické aspartáty. Dále bylo pomocí molekulárního 
modelu prokázáno, že mutace Ala38pVal, spojovaná s Alzheimerovou chorobu, ovlivňuje 
interakci propeptidu v aktivním centru48.  
1.2.3.2 Proteolytická aktivita lidského katepsinu D 
  Aktivní centrum lidského KatD je schopné vázat osm aminokyselin (do pozic P5-
P3´). Pomocí synteticky připravených substrátů bylo zkoumáno, jaké aminokyseliny jsou 
preferovány v jednotlivých vazebných podmístech enzymu. KatD štěpí substrát mezi 
dvěma velkými hydrofobními aminokyselinami v pozicích P1 a P1´. V pozici P2´ je 
nejvhodnější bazická aminokyselina (Arg nebo Lys), substrát s Asp v této pozici enzym 
neštěpí188,189. V pozici P2 KatD preferuje Leu nebo Glu a substrát s Lys v této pozici štěpen 
není189,190. Substrát v aktivním centru enzymu vytváří obvykle strukturu -skládaného listu 
umožňující přístup ke katalytickým aspartátům189.  
 Lidský KatD má pH optimum typicky v kyselé oblasti mezi pH 3,0 a pH 5,0 podle 
zvoleného substrátu, například pro hemoglobin bylo určeno pH optimum 3,0, pro peptidové 
substráty pH 5,0191,192.  Při vyšším pH dochází k postupnému poklesu aktivity až do pH 
6,0, kdy už enzym přestává být aktivní65. Některé substráty KatD štěpí i při pH blízkém 




1.3 Katepsin D z parazitických klíšťat 
1.3.1 Taxonomie, morfologie a životní cyklus klíštěte obecného 
1.3.1.1 Taxonomie a morfologie klíštěte obecného 
V České republice patří mezi nejznámější a nejrozšířenější zástupce rodu klíšťat 
klíště obecné (Ixodes ricinus). Taxonomicky se řadí do kmene členovců (Arthropoda), třídy 
pavoukovců (Arachnida), řádu klíšťatovců (Ixodida), čeledi klíšťatovitých (Ixodidae), rodu 
klíšťat (Ixodes)195.  
Ploché tělo klíštěte obecného se dělí na dvě části: hlavovou (gnathosoma) a tělovou 
(idiosoma). Na hlavové části se nachází sací ústrojí klíštěte, na tělové části má klíště 
typickou hřbetní destičku (scutum), která u samců pokrývá celé tělo, zatímco u samic a 
nedospělých jedinců pouze jeho menší část. Pod hřbetní destičkou mají samičky klíšťat 
umístěný měkký zadeček, který se může několikanásobně zvětšit během sání krve na 
hostiteli196. Vnitřní stavba těla klíštěte obecného je znázorněna na obr. 11 na str. 26. 
  
Obr. 11 Schéma vnitřní stavby těla klíštěte obecného (Ixodes ricinu). Převzato a upraveno podle197. 
1.3.1.2 Životní cyklus klíšťat 
 Klíště obecné má tříhostitelský životní cyklus. Z vajíček se v půdě vylíhnou larvy, 
které se přisají na prvního hostitele, nejčastěji drobné hlodavce, ještěrky nebo ptáky, ale 
může to být i člověk, a sají 2-6 dní. Nasátá larva odpadne ze svého hostitele a během 
morfologické přeměny se promění na nymfu, která se živí krví dalšího hostitele, například 
psa, kočky, ježka nebo člověka. Po 2 až 7 dnech sání nymfa odpadá ze svého hostitele a po 
další morfologické přeměně se z ní stane dospělý jedinec. Dospělí samci krev nesají, živí 
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se rostlinnou mízou, na hostiteli pouze hledají samici, aby se s ní spářili. Samice sají na 
větších zvířatech (dobytek, srnčí, psi, kočky, lišky, člověk) po dobu 1-2 týdnů. Krev je 
nezbytným zdrojem energie a živin pro dospělou samici, bez ní vajíčka nedozrají196. 
Schematické znázornění životního cyklu klíštěte je na obr. 12 na str. 27. 
 
Obr. 12 Schematické znázornění tříhostitelského životního cyklu klíštěte obecného. Z vajíček se 
vylíhnou larvy, které musí sát krev, nejčastěji na malých zvířatech, před morfologickou přeměnou, kdy se 
z nich stávají nymfy. Po nasátí krve ze středně velkých zvířat prochází nymfy morfologickou přeměnou na 
dospělce. Dospělé samičky musí sát krev, nejčastěji na středně velkých zvířatech nebo lidech, aby byly 
schopné naklást snůšku vajec. Převzato a upraveno podle198. 
 
  Ve všech fázích životního cyklu se může klíště nakazit infekčním onemocněním 
od hostitele a stát se tak přenašečem daného onemocnění. V České republice klíšťata 
nejčastěji přenášejí klíšťovou encefalitidu a lymskou boreliózu196. 
1.3.2 Trávicí systém a trávicí proteasy klíšťat 
Klíšťata jsou obligatorní ektoparazité, sání krve z hostitele je nezbytné pro většinu 
vývojových stadií. Sání krve probíhá na povrchu hostitele, stavba těla klíštěte je k tomu 
přizpůsobená.  
1.3.2.1 Trávicí systém klíštěte 
Sací ústrojí klíštěte obecného je tvořeno hypostomem, který má tvar harpuny s 
dozadu zatočenými zoubky pro lepší uchycení. Hypostom je obklopen chelicery a palpy 
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(první a druhý pár příústních končetin). Při sání klíště odklopí palpy a vysune chelicery, 
kterými se přichytí ke kůži, kterou natrhne. Následně začne zasouvat chelicery a vtlačovat 
do ranky hypostom, kterým saje krev199,200. Sací ústrojí klíštěte je znázorněno na obr. 13 na 
str. 28. 
 
Obr. 13 Sací ústrojí klíštěte obecného. A) Schematické znázornění sacího ústrojí. B) Fotografie 
z elektronového mikroskopu ventrální strany sacího ústrojí dospělé samice. Převzato a upraveno podle 201,202. 
 
Klíšťata aktivně sají krev z hostitele za pomocí svěracích a roztahovacích svalů 
hltanu. Krev proudí přes hypostom ústním kanálkem, dále jícnem, který je obklopený 
synganglionem (centrální nervový systém), až do středního střeva, kde probíhá trávení 
krve. Střevo se skládá z velké hlavní komory a několika slepých výběžků (caecum), do 
kterých se krev dostává pomocí svalových vláken, které střevo obklopují. Kontrakce 
svalových buněk vedou k pohybu kapaliny v rozvětveném střevu203. Schéma vnitřní stavby 
těla je znázorněno na obr. 11 na str. 26. 
 V každé fázi životního cyklu (larva, nymfa, dospělec) sají klíšťata právě jednou. Po 
přisátí na hostitele u dospělých samic probíhá nejprve pomalé sání, které trvá 6-9 dní, 
následuje rychlé sání po dobu 24-48 hodin před odpadnutím z hostitele. Celkem je samice 
schopná nasát až 1 ml krve, tedy stonásobek své původní hmotnosti204.  
Po nasátí krve do lumen střeva klíštěte dochází nejprve k hemolýze, tj. k popraskání 
membrán červených krvinek a uvolnění hemoglobinu. Následně jsou uvolněné krevní 
proteiny (především sérový albumin a hemoglobin) aktivně transportovány do trávicích 
buněk buď nespecifickou endocytózou v malých kyselých váčcích (např. sérový albumin), 
nebo pomocí specifických buněčných receptorů jako např. hemoglobin, který putuje do 
velkých endo/lysozomů, kde je dále proteolyticky štěpen204. 
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1.3.2.2 Trávicí proteasy klíštěte 
Proteolytická aktivita klíštěte, závislá na fázi sání klíštěte, byla popsaná při studiu 
degradace hemoglobinu (hemoglobinolýze) a sérového albuminu (albuminolýze)205,206. 
Fáze sání lze rozdělit na dvě části: pomalé sání (od přisátí do 6. dne) a rychlé sání (6.–8. 
den), po kterém následuje odpadnutí klíštěte z hostitele205. V prvních čtyřech dnech po 
přisátí je hemoglobinolytická aktivita ve střevech klíštěte velmi nízká. V následujících 
dvou dnech je patrný rychlý, až desetinásobný nárůst hemoglobinolýzy. V té době se ve 
trávicích buňkách objevuje první hemoglobin a speciální organely hemosomy, ve kterých 
se ukládá krystalizovaný hem z hemoglobinu. Šestý den po přisátí dosahuje 
hemoglobinolytická aktivita asi 65 z celkového maxima. Klíště zkonzumuje asi 2/3 
z celkového objemu krve 24–48 hodin před odpadnutím207. Nárůst proteolytické aktivity 
trávicích enzymů ve střevě dále stoupá až do odpadnutí klíštěte osmý den po přisátí, kdy je 
nejvyšší205.  
Hemoglobinolýza probíhá intracelulárně uvnitř trávicích buněk jako kaskádovitý 
proces, kde nejprve působením aspartátové proteasy typu KatD vznikají velké 
fragmenty207. Tohoto kroku se v menší míře účastní i cysteinové proteasy katepsin L a 
legumain. Vzniklé velké fragmenty hemoglobinu jsou následně štěpeny cysteinovými 
proteasami katepsinem B a katepsinem L na menší fragmenty, které jsou dále degradovány 
aminopeptidasami a karboxypeptidasami (katepsiny B a C, leucin aminopeptidasou a 
serinovou karboxypeptidasou) na dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny.  Katepsiny B a C 
jsou v buňce asi desetkrát více zastoupeny než enzymy prvního kroku štěpení 
hemoglobinu205. Na obr. 14 na str. 30 je schematicky znázorněn proces štěpení 





Obr. 14 Schematické znázornění kaskádovitého štěpení hemoglobinu ve střevě klíštěte obecného. 
Hemoglobin je v prvním kroku štěpen aspartátovou proteasou KatD, v menší míře cysteinovými proteasami 
katepsinem L (KatL) a legumainem (AE) na velké fragmenty, které jsou v dalším kroku štěpeny katepsinem 
B (KatB) a katepsinem L (KatL) na malé fragmenty. Nakonec štěpením malých fragmentů katepsinem C 
(KatC), katepsinem B (KatB) spolu s leucin aminopeptidasami (LAP) a serinovými karboxypeptidasami 
(SKP) vznikají dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny. Hem, který se uvolní z hemoglobinu, tvoří agregáty ve 
specializovaných organelách hemosomech. Aspartátové proteasy jsou znázorněny zeleně, cysteinové 
proteasy červeně, serinové a metaloproteasy černě. Převzato a upraveno podle205. 
1.3.3 Katepsin D1 z klíštěte obecného Ixodes ricinus 
U klíšťat bylo nalezeno několik různých aspartátových proteas, které se zapojují do 
řady fyziologicky důležitých procesů. Aspartátové proteasy BYC („Boophilus yolk 
procathepsin) a THAP („tick heme-binding aspartic protease“) se během embryogeneze 
podílejí na štěpení vitelinu, zásobního proteinu ve vajíčkách klíšťat208,209. Aspartátové 
proteasy typu katepsin D  se významně podílejí na trávení proteinů z krve, především 
hemoglobinu a sérového albuminu, důležitých zdrojů aminokyselin a energie pro dospělé 
samice205,210. U klíšťat rodu Ixodes ricinus byly popsány tři proteasy typu katepsin D 
(IrKatD1–3), které se vyskytují v různých vývojových stadiích a v různých tkáních72. 
IrKatD1 byl nalezen ve střevech sajících klíšťat. Ve střevech a ve slinách klíštěte byl 
detekován IrKatD2. IrKatD3 byl detekován především v ovariích211.  
Všechny tři izoenzymy proenzymu IrKatD mají podobnou primární strukturu. Liší 
se pouze v propeptidové části, která u neaktivního proenzymu blokuje aktivní centrum 
enzymu. Rozdíly jsou v délce i složení aminokyselinové sekvence propeptidu. Zatímco N-
31 
 
koncová část propeptidu je konzervovaná, jeho C-koncová sekvence je variabilní. IrKatD3 
má nejdelší propeptid (37 aminokyselin), IrKatD2 má kratší propeptid (28 aminokyselin) a 
IrKatD1 má propeptid dlouhý pouze 22 aminokyselin. Všechny izoenzymy mají dva 
katalytické aspartáty (Asp33 a Asp231) a polyprolinovou smyčku211. Předpokládá se, že 
IrKatD1 a IrKatD3 mají dvě glykosylační místa, IrKatD2 má jedno glykosylační místo 
navíc211.   
1.3.3.1 Fyziologie katepsinu D1 z klíštěte obecného 
mRNA z IrKatD1 byla nalezena pouze ve střevech sajících klíšťat a její množství 
přibývalo v čase po dobu sání, nejvíce ho bylo šestý den. Podobný nárůst byl pozorován 
s množstvím proteinu IrKatD1 ve střevech211.  
Sérový albumin a hemoglobin z krve hostitele jsou primárním zdrojem živin pro 
klíště204. IrKatD1 v kyselém prostředí endo/lysozomů zahajuje štěpení hemoglobinu jako 
dominantní proteasa, ale jeho podíl na štěpení sérového albuminu je oproti štěpení 
hemoglobinu významně nižší (cca 10%)205. Podobně jako u hemoglobinu je samotný 
IrKatD1 schopný štěpit sérový albumin pouze na velké fragmenty206.  
1.3.3.2 Biochemická charakterizace katepsinu D1 z klíštěte obecného 
Substrátová specifita IrKatD1, která byla zkoumána pomocí knihovny syntetických 
peptidových substrátů a přirozeného substrátu hemoglobinu, je podobná jako u ostatních 
aspartátových proteas typu KatD. IrKatD1 preferuje štěpení mezi hydrofobními 
aminokyselinami. Do podmísta S1 se nejlépe váže Phe, Tyr, Leu, Trp nebo Nleu, nikoliv 
Ala, Val nebo Ile. Do S1´ podmísta se nejlépe vážou také hydrofobní aminokyseliny až na 
Pro a Leu. Vazba do ostatních podmíst není tak specifická, až na preferenci Tyr v pozici P3 
a Ala v pozici P2´
211.  
IrKatD1 je aktivní podobně jako jiné aspartátové proteasy v kyselém pH v rozmezí 
pH 2,5 a pH 5,0. Jeho aktivita je účinně blokovaná obecným inhibitorem aspartátových 
proteas pepstatinem a proteinovým inhibitorem PDI z lilku brambor. Syntetický inhibitor 
aspartátové HIV proteasy lopinavir inhibuje IrKatD1 pouze částečně. Proenzym IrKatD1 
(proIrKatD1) je schopen se v kyselém pH jednokrokově aktivovat, k odštěpení propeptidu 




2 Cíle disertační práce 
Disertační práce se zabývá katepsinem D (KatD), který hraje důležitou roli v řadě 
fyziologicky významných proteolytických procesů. Ačkoliv nedostatečná regulace KatD je 
spojena s řadou patologií, doposud nebyly popsány žádné endogenní inhibitory KatD u 
vyšších organismů. Cílem práce je identifikace a charakterizace těchto endogenních 
inhibičních molekul, analýza mechanismů jejich působení a navrhování nových 
biomimetických regulátorů KatD. 
 
Dílčí cíle disertační práce jsou: 
1. Popsat působení bioaktivních sfingolipidů na funkci lidského KatD. Zejména 
analyzovat vztah mezi strukturou sfingolipidů a proteolytickou aktivitou KatD a 
vliv faktorů prostředí na interakci. Diskutovat možný vztah k patofyziologii. 
2. Na katepsinu D z klíštěte obecného (IrKatD1) analyzovat strukturně funkční vztahy 
v tzv. aktivačním peptidu (propeptidu) s využitím proteinové krystalografie a 
biochemických metod. Identifikovat inhibiční motiv ve struktuře propeptidu, 
studovat jeho interakci s IrKatD1 a diskutovat význam tohoto regulačního 
mechanismu pro aspartátové proteasy. 
3. Studovat funkční vlastnosti biomimetických makrocyklických inhibitorů 
odvozených ze struktury pepstatinu, mikrobiálního inhibitoru aspartátových 
proteas, zejména inhibiční interakci s lidským KatD, selektivitu a vlastnosti 
umožňující posoudit jejich potenciální využití pro vývoj léčiv. 
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3 Materiály a metody 
Tato kapitola stručně popisuje základní materiály, vybavení a metodiky použité během 
vypracování disertační práce. Podrobné informace jsou uvedené v přiložených publikacích. 
3.1 Materiály a laboratorní vybavení 
Většina výsledků byla získaná s využitím laboratorního vybavení na Ústavu 
organické chemie a biologie AV ČR (ÚOCHB). Sběr difrakčních dat pro 
rentgenostrukturní analýzu proteinových krystalů proběhl na synchrotronu Bessy II 
electron storage ring v Helmholtz-Zentrum v Berlíně v Německu a na synchrotronu ESRF 
v Grenoblu ve Francii. Krystalové struktury byly řešeny ve spolupráci s laboratoří 
Strukturní biologie na ÚOCHB. Peptidové a peptidomimetické inhibitory a nekomerční 
substráty byly syntetizovány ve skupině Medicinální chemie na ÚOCHB. Sady komerčních 
krystalizačních roztoků byly od firem Jena Bioscience, Molecular Dimensions a Hampton 
Research.  
3.2 Metody 
Uveden je výčet hlavních metod popsaných v přiložených publikacích: 
Metody molekulární biologie: 
Klonování genu proIrKatD1 do plasmidu pET101/D-TOPO, mutageneze katalytického 
aspartátu D231N proIrKatD1 konstruktu, transformace buněk E. coli BL21(DE), 
rekombinantní exprese dvou forem proIrKatD1 (přirozené formy a katalyticky neaktivní 
formy) v E. coli.  
Biochemické metody:  
Izolace proIrKatD1 z inkluzních tělísek, renaturace proIrKatD1, jeho aktivace a purifikace 
chromatografickými metodami (ionexová, gelová a afinitní chromatografie); 
chromatografická izolace lidského KatD z tkání placent. Elektroforetická separace proteinů 
na SDS-PAGE, separace peptidů na RP-HPLC, určení N-koncové sekvence proteinů 
přenesených na polyvinyldifluoridovou membránu, kvantifikace peptidových substrátů a 
inhibitorů pomocí aminokyselinové analýzy.  
Enzymologické metody: 
Měření aktivit enzymů na fluorescenční čtečce (Tecan) pomocí FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) peptidových substrátů, stanovení kinetických parametrů IC50, 
34 
 
Km, Ki, kcat, určení módu inhibice. Stanovení hodnoty disociační konstanty Kd s využitím 
měření termoforetického efektu na přístroji Monolith NT.115 (NanoTemper). 
Krystalografické metody: 
Příprava molekulárních forem a inhibičních komplexů IrKatD1 pro krystalizaci, vyhledání 
krystalizačních podmínek a jejich optimalizace. Analýza intermolekulárních interakcí ve 






Výsledky disertační práce jsou prezentovány ve třech článcích publikovaných 
v mezinárodních recenzovaných časopisech. Kapitoly 4.1 až 4.3 obsahují komentář s 
hlavními výsledky článků a uvedením podílu autora disertační práce na publikacích. 
Články se zabývají přirozenými mechanismy inhibice KatD a jsou zaměřené na nové 
endogenní inhibitory lidského KatD (publikace č. 1) a modelového parazitárního KatD 




Publikace č. 1: Complex modulation of peptidolytic activity of cathepsin D by 
sphingolipids. 
Žebrakovská I., Máša M., Srp J., Horn M., Vávrová K., Mareš M. 
Biochim Biophys Acta, 12, 1097-1104 (2011). (IF = 4,4) 
 
Publikace č. 2: Novel structural mechanism of allosteric regulation of aspartic 
peptidases via an evolutionarily conserved exosite. 
Hánová I., Brynda J., Houštecká R., Alam N., Sojka D., Kopáček P., Marešová L., 
Vondrášek J., Horn M., Schueller-Furman O., Mareš M. 
Cell Chem Biol, 25, 318-329 (2018). (IF = 6,8) 
 
Publikace č. 3: Biomimetic macrocyclic inhibition of human cathepsin D: structure-
activity relationship and binding mode analysis. 
Houštecká R., Hadzima M., Fanfrlík J., Brynda J., Pallová L., Hánová I., Mertlíková-
Kaiserová H., Lepšík M., Horn M., Smrčina M., Majer P., Mareš M.  





4.1 Publikace č.1: Complex modulation of peptidolytic 
activity of cathepsin D by sphingolipids 
4.1.1 Souhrn 
 Působení bioaktivních sfingolipidů lipidů na aktivitu proteolytických enzymů 
nebylo doposud detailně studováno. Tato studie přináší první enzymologickou analýzu 
funkční regulace KatD přímou interakcí s těmito lipidickými molekulami. Nové informace 
významně rozšiřují současný pohled na komplexní vztahy mezi KatD a proteiny účastnící 
se metabolismu sfingolipidů116. 
 Pomocí panelu 38 přirozených i syntetických derivátů sfingolipidů byl detailně 
studován vztah mezi strukturou sfingolipidu a působením na aktivitu KatD. Určité 
sfingosiny a ceramidy byly účinnými reversibilními inhibitory KatD vykazující až sub-
mikromolárních hodnoty inhibičních parametrů, pro nejlepší inhibitor N-oktyl-sfingosin 
byla naměřena hodnota IC50 = 0,14 μM. Pro fosforylované deriváty sfingolipidů typu 
sfingosin-1-fosfátu a ceramid-1-fosfátu byla nalezena naopak pozitivní modulace KatD 
vedoucí až k několikanásobnému nárůstu aktivity. Tento efekt byl způsoben zvýšením 
afinity enzymu k substrátu (Km), což vedlo k vyšší katalytické účinnosti KatD (kcat/Km). 
Modulace aktivity KatD působením sfingolipidů byla obecně závislá na pH 
s nejvýraznějšími projevy inhibice, resp. aktivace v mírně kyselém pH. V přítomnosti 
fosfosfingolipidů docházelo k výraznému posunu pH optima pro lidský KatD z pH cca 4,0 
na pH 5,0. 
 Mechanismus modulace aktivity KatD pomocí biogenních sfingolipidů byl 
studován několika přístupy a byla prokázána jejich přímá interakce s KatD. Disociační 
konstanta inhibitorů byla určena pomocí měření polarizace fluorescence. Kompetitivní 
mód inhibice ukazoval na alespoň částečnou vazbu sfingolipidů do aktivního centra 
enzymu, což je v souladu se substrátovou specifitou KatD, kde jsou v kritických pozicích 
preferovány hydrofobní aminokyseliny. Nicméně určení přesného vazebného místa pro 
sfingolipidy a fosfosfingolipidy bude vyžadovat použití metod strukturní analýzy.  
 Dále byl testován vliv vybraných faktorů a liposomů, které v experimentu 
simulovaly fyziologické prostředí a biologické membrány, na interakci KatD se 
sfingolipidy. Získané výsledky ukazují, že modulace aktivity KatD biogenními 
sfingolipidy je relevantní pro prostředí buněk a tkání. Bylo také prokázáno, že tato 
modulace je vysoce specifická pro KatD, protože nebyl pozorován vliv studovaných 
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sfingolipidů na modelové zástupce proteas z jiných tříd, včetně aspartátových proteas, kam 
KatD patří.  
 
Můj podíl na práci zahrnoval: (1) izolaci lidského KatD, (2) měření aktivity KatD ve 
fluorescenčním kinetickém testu v přítomnosti sfingolipidů, určení inhibičních konstant 
IC50 a módu inhibice, (3) měření aktivit zástupců různých tříd proteas v přítomnosti 
sfingolipidů, (4) analýzy alternativního aktivitního testu s peptidovým substrátem KatD 



























































































































4.2 Publikace č. 2: Novel structural mechanism of allosteric 
regulation of aspartic peptidases via an evolutionarily 
conserved exosite 
4.2.1 Souhrn 
Proenzymy (zymogeny) aspartátových proteas mají na N-konci molekuly tzv. 
propeptid, který je během procesu aktivace odštěpen za vzniku zralého, katalyticky 
aktivního enzymu. Tato studie byla zaměřená na strukturně funkční analýzu propeptidu u 
proIrKatD1, katepsinu D1 z klíštěte obecného (Ixodes ricinus). Propeptid IrKatD1 se liší 
od propeptidů ostatních aspartátových proteas A1 rodiny pepsinu svojí malou velikostí (má 
pouze 22 aminokyselin oproti téměř dvojnásobku u lidského KatD). Pomocí dále 
uvedených přístupů bylo zjištěno, že zjednodušená stavba propeptidu proIrKatD1 je plně 
funkční a představuje tak ideální prototyp pro studium vlastností této domény u 
aspartátových proteas obecně.  
Detailně byl popsán proces autoaktivace proenzymu IrKatD1 (proIrKatD1) na zralý 
aktivní enzym, ke kterému dochází v prostředí kyselého pH. Jedná se o monomolekulární 
reakci, kdy je nejprve odštěpen celý propeptid, který je následně dále fragmentován na dvě 
části. Výchozí a konečný stav konverze byl popsán pomocí krystalových struktur jak 
proenzymu, tak zralého enzymu. Prostorová struktura proIrKatD1 umožnila podrobnou 
analýzu interakce intaktního propeptidu s katalytickou doménou. Propeptid blokuje přístup 
substrátu do aktivního centra, zároveň je ale dostatečné vzdálen od katalytických aspartátů, 
aby nedošlo k jeho nekontrolovanému štěpení. N-koncový segment propeptidu má 
konformaci ß-řetězce, který tvoří několik vodíkových můstků s jádrem enzymu a váže se 
na povrch enzymu v místě, které bylo popsáno jako exomísto vzhledem k jeho umístění 
mimo vlastní aktivní centrum. Jednotlivé vazebné pozice exomísta (označené jako S1
E až 
S8
E) umožňují interakci s osmi zbytky N-konce propeptidu.  
Jedním z nejdůležitějších výsledků této práce bylo zjištění, že N-koncový 
oligopeptidový fragment, který je generovaný z propeptidu během autoaktivace, je schopen 
autonomně fungovat jako silný nanomolární inhibitor (IC50 = 12 nM) rodičovského 
enzymu. Inhibice byla popsaná pomocí kinetických měření jako smíšená nekompetitivní 
inhibice, která je závislá na pH, a pomocí termoforetických měření byla zjištěna disociační 
konstanta. Dála byla určena krystalová struktura inhibičního fragmentu v komplexu 
s IrKatD1, jenž prokázala, že se inhibitor váže do exomísta a indukuje alosterickou 
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konformační změnu v aktivním centru IrKatD1, které se tak stane nedostupným pro 
substrát. Mapování inhibičního fragmentu pomocí sady delečních syntetických peptidů 
umožnilo identifikovat kritický inhibiční motiv tvořený aminokyselinami 1-8 (číslování 
podle proenzymu). Příspěvek jednotlivých zbytků k interakci byl studován pomocí 
alaninových substitucí, které ukazují zásadní roli leucinu v pozici 6; tento zbytek je také 
vysoce konzervovaný v sekvencích propeptidů homologických proteas.  
Práce přináší objev prvního peptidového endogenního inhibitoru aspartátových 
proteas u vyšších organismů a podobně charakterizuje jeho mechanismus interakce. 
Vzhledem k sekvenční a strukturní homologii propeptidů a exomíst je pravděpodobné, že 
vznik a působení tohoto typu inhibitorů je u pepsinových proteas evolučně konzervované. 
Dále studie definuje exomísto jako molekulární cíl pro vývoj nových alosterických 
inhibitorů medicinálně významných aspartátových proteas.  
 
Můj podíl na práci zahrnoval: (1) přípravu vybraných expresních vektorů mutantní 
formy proIrKatD1 pro expresi v bakteriálních buňkách, (2) expresi a purifikaci proIrKatD1 
a IrKatD1, (3) biochemickou analýzu aktivace proIrKatD1 na zralý enzym, (4) určení 
inhibičních konstant IC50 pro syntetické fragmenty odvozené z propeptidu proIrKatD1, (5) 
analýzu stability připravených inhibitorů v přítomnosti zralého IrKatD1 pomocí HPLC, (6) 
přípravu krystalů zralého IrKatD1, jeho inhibičních komplexů a proIrKatD1 pro 
rentgenostrukturní analýzu, (7) analýzu intermolekulárních interakcí v prostorových 










































































































































































































































































































































































4.3 Publikace č. 3: Biomimetic macrocyclic inhibitors of 
human cathepsin D: structure-activity relationship and 
binding mode analysis 
4.3.1 Souhrn 
Proti KatD jako cílové molekule pro terapii jsou vyvíjeny de novo syntetické 
inhibiční regulátory212. Tato studie vychází z biomimetického přístupu a navrhuje nové 
inhibitory KatD na bázi mikrobiálního peptidu pepstatinu. Ten byl původně izolován 
z bakterií rodu Actinomyces a je nejúčinnějším přirozeným inhibitorem aspartátových 
proteas. Lineární molekula pepstatinu obsahuje aminokyselinu Sta, která interaguje s 
katalytickými aspartáty. Nicméně pepstatin, podobně jako další přirozené lineární peptidy, 
není vhodný pro medicinální využití vzhledem k obecně nepříznivým fyzikálně-
chemickým a farmakokinetickým vlastnostem213.  
Na prostorové struktuře komplexu KatD s pepstatinem je patrné, že se pepstatin 
v aktivním místě enzymů stáčí a zaujímá tvar „U“ s aminokyselinovými zbytky P2 a P3` 
v ramenech blízko u sebe. S cílem stabilizovat tuto vazebnou konformaci byly pozice 
ramen propojeny alifatickou spojkou za vzniku makrocyklické struktury. Na jejím základě 
byla připravena sada více než 30 modifikovaných derivátů s výrazně menší molekulovou 
hmotností oproti původnímu pepstatinu. Optimalizována byla struktura spojky a testovány 
substituce v několika polohách včetně nových derivátů Sta.  
Získány byly silné reverzibilní inhibitory KatD s až subnanomolárními inhibičními 
parametry a s kompetitivním módem inhibice. Selektivita inhibitorů byla testována se 
sedmi zástupci třídy aspartátových proteas. Inhibitory vykazovaly obecně výraznou 
selektivitu pro strukturně blízké proteasy typu KatD nebo pepsinu z rodiny A1 oproti 
evolučně vzdálenějším proteasám rodiny A1 a A2 (jako jsou renin, BACE-1 nebo HIV 
proteasa). Zároveň byla prokázána možnost účinně ladit inhibiční specifitu pomocí 
substitucí. 
Pro tři inhibitory byly připraveny komplexy s lidským KatD a byly řešeny jejich 
prostorové struktury rentgenostrukturní analýzou. Ukázaly, že makrocyklické inhibitory 
fungují jako konformační mimetika vazebného módu pepstatinu, přičemž jejich 
minimalizovaná stavba vytváří analogický počet hlavních kontaktů s aktivním centrem 
jako větší molekula pepstatinu. S využitím prostorových struktur byly metodami výpočetní 
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chemie analyzovány interakční energie a příspěvky jednotlivých částí makrocyklů 
k inhibici.  
Vyvinuté makrocyklické inhibitory splňují kritéria fyzikálně-chemických 
parametrů pro navrhování léčiv, jsou proteolyticky stabilní a netoxické a představují 
perspektivní templát pro vývoj chemoterapeutik.  
   
Můj podíl na práci zahrnoval: (1) měření inhibic vybraných makrocyklických inhibitorů 
s modelovými proteasami, (2) analýzu proteolytické stability a fyzikálně-chemických 








































































































































































































































































Katepsin D (KatD) je aspartátová proteasa rodiny pepsinu (rodina A1), jejíž homologa 
jsou známá u obratlovců i bezobratlých. Lidský KatD se fyziologicky účastní lysozomální 
degradace proteinů a dějů jako je apoptóza a dále se významně podílí na patofyziologických 
procesech spojených např. s nádorovými onemocněními nebo Alzheimerovou chorobou92. 
Přestože regulace aktivity této proteasy v buňkách a tkáních je nezbytná, doposud nebyly 
nalezeny specifické endogenní inhibitory KatD. Známých je pouze několik proteinových a 
peptidových inhibitorů aspartátových proteas včetně KatD, které ale pocházejí z nižších 
organismů nebo rostlin a slouží k regulaci exogenních enzymů214,215. Předpokládalo se, že 
kontrola aktivity KatD probíhá především na úrovní ireverzibilní proteolytické aktivace 
proenzymů na zralý enzym. 
V této práci byly identifikovány a popsány první endogenní inhibitory KatD jako 
přirozené molekuly dvou rozdílných typů, kterými jsou jednak sfingolipidy a jednak 
peptidy generované z propeptidu KatD. Dále se tato práce zabývala navrhováním 
biomimetických makrocyklických inhibitorů KatD odvozených z mikrobiálního peptidu 
pepstatinu.  
V publikaci č. 1 jsou sfingolipidy, konkrétně deriváty sfingosinu a ceramidu, 
charakterizovány jako specifické reversibilní inhibitory lidského KatD. Jejich 
fosforylované deriváty vykazují naopak aktivační efekt na KatD. V literatuře byl popsán 
zásadní rozdíl mezi proapoptotickým působením sfingolipidů a antiapoptotickým a 
mitogenním působením fosfosfingolipidů216. Jedná se o (pato)fyziologické procesy, do 
kterých je zapojen také KatD, a proto je pravděpodobné, že role KatD je v těchto procesech 
komplexně modulována systémem bioaktivních sfingolipidů a fosfosfingolipidů. KatD je 
považován za cílovou molekulu pro léčbu nádorových onemocnění (zejména nádoru prsu) 
a jeho inhibitor ceramid je v literatuře označován jako „tumor supressor lipid“160,217. 
Publikace č. 1 tak přináší zásadní informace pro vývoj nové třídy inhibitorů KatD na bázi 
sfingolipidů s potenciálním využitím při protinádorové terapii.  
Dále je v této práci popsán nový mechanismus modulace aktivity KatD pomocí pH, kdy 
při interakci s fosfosfingolipidy se zvyšuje celková aktivita KatD a pH optimum enzymu 
se posouvá k vyšší hodnotě do mírně kyselé oblasti. Tento posun funkčního rozsahu pH by 
mohl být velmi významný během transportu KatD mimo lysozom za patologických stavů, 
např. během dobře známé hypersekrece KatD z nádorových buněk do ECM, kde 
katalyticky aktivní KatD podporuje růst a šíření nádoru152. Toto působení je dále 
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posilováno acidifikací extracelulárního prostředí nádorových buněk v souvislosti se 
změnami jejich metabolismu218.  
Zatím není znám přesný mechanismus interakce sfingolipidů s KatD. Z výsledků 
publikace č. 1 plyne, že se jedná o kompetitivní inhibitory, které se vážou alespoň částečně 
do oblasti aktivního centra, jež obsahuje podmísta preferující vazbu hydrofobních skupin. 
Přesnou odpověď by poskytlo řešení prostorové struktury komplexu sfingolipidu s KatD. 
V případě záporně nabitých fosfosfingolipidů lze spekulovat, že interakce s KatD je 
podobná vazbě záporně nabitých glykosaminoglykanů, které také zvyšují aktivitu KatD219. 
U cysteinových proteas se glykosaminoglykany vážou na kladně nabité části povrchu 
poblíž aktivního centra a molekula KatD má na svém povrchu také několik takových 
oblastí220. 
V publikaci č. 2 byl analyzován IrKatD1 z klíštěte a popsán dvojí regulační 
mechanismus domény propeptidu – intramolekulární a intermolekulární, který využívá 
vazby propeptidu do tzv. exomísta na povrchu enzymu. Obecně u aspartátových proteas 
rodiny pepsinu blokuje propeptid přístup substrátu do aktivního centra a intramolekulární 
autoinhibicí tak kontroluje aktivitu proenzymu. U aspartátových proteas s dlouhým 
propeptidem (např. proenzym lidského KatD nebo pepsinu) se N-koncová část propeptidu 
váže do exomísta a C-koncová část propeptidu interaguje pomocí tzv. „lysin-tyrosinové 
kotvy“ s katalytickými aspartáty221. Evoluční extrémní zkrácení propeptidu u proenzymu 
IrKatD1 vede ke ztrátě přímé interakce s katalytickými aspartáty. Propeptid se stále váže 
N-koncovou částí do exomísta, ale C-konec pouze stericky brání vstupu substrátu do 
aktivního centra. Z porovnání prostorových struktur aspartátových proteas plyne, že 
zatímco C-koncová část propeptidu je u aspartátových proteas rodiny pepsinu vysoce 
variabilní v sekvenci i délce, N-koncová část propeptidu, která se váže do exomísta, je silně 
konzervovaná.  
Zjednodušená stavba propeptidu IrKatD1 umožnila identifikovat intermolekulární 
mechanismus inhibice jako nový způsob regulace aktivity proteas rodiny pepsinu. Během 
procesu autoaktivace proenzymu IrKatD1 dochází k rozštěpení propeptidu na dvě části, 
přičemž je generován N-koncový oligopeptid, který je pak schopen působit jako silný 
reversibilní inhibitor zralého rodičovského IrKatD1. Syntetický peptid označovaný [1-8] 
se sekvencí prvních osmi aminokyselin propeptidu, který nese kritický inhibiční motiv, byl 
použit k sérii strukturních a funkčních analýz. Z vyřešené krystalové struktury komplexu 
je vidět, že se peptid [1-8] váže do exomísta na povrchu enzymu. Tím je indukovaná velká 
konformační změna, která vede k přesunu N-konce zralého enzymu do aktivního centra (na 
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vzdálenost 35 Å), kde interaguje s katalytickými aspartáty. Peptid [1-8] tak působí jako 
unikátní alosterický inhibitor zralého KatD1, který funguje odlišným strukturním 
mechanismem, než je znám z autoinhibice proenzymu IrKatD1. 
Schopnost alosterického inhibitoru vázat se na IrKatD1 je závislá na pH: při pH nad 6 
vzniká stabilní komplex enzym-inhibitor a s klesajícím pH se jeho stabilita snižuje. 
Alosterická modulace aktivity IrKatD1 je pravděpodobně významná během biogeneze 
trávicích vakuol, kdy dochází k výrazným změnám pH222. Z proenzymu IrKatD1 je 
v kyselém prostředí primárních lysozomů (ve střevních buňkách klíštěte) generovaný volný 
alosterický inhibitor. Následnou fúzí lysozomů s endocytickými vezikuly, které 
transportují krevní proteiny z lumen středa, se zvýší pH a alosterický inhibitor se může 
navázat na IrKatD1 a reversibilně jej inaktivovat. Takto vzniklé trávicí vakuoly se postupně 
okyselují působením ATPásových pump222. V silně kyselém pH se inhibitor uvolňuje 
z komplexu a katalyticky aktivní IrKatD1 zahajuje štěpení hemoglobinu. Tento scénář je 
v souladu s předchozími výsledky, které ukazují, že IrKatD1 je klíčový první enzym v celé 
hemoglobinolytické kaskádě, jejíž průběh a distribuci produktů lze regulovat pomocí 
přesného nastavení hodnot pH205.  
N-koncová sekvence propeptidu, která rozpoznává exomísto, je vysoce konzervovaná 
u aspartátových proteas rodiny pepsinu. Peptidy odvozené od této sekvence dokonce 
křížově inhibují různé proteasy z této rodiny47. Tyto výsledky naznačují, že popsaný 
mechanismus reversibilní regulace aktivity pomocí vlastních alosterických inhibitorů se 
vyskytuje i u ostatních členů této rodiny. Publikace č. 2 dále definuje strukturní požadavky 
inhibičního motivu pro alosterickou inhibici a umožňuje tak vývoj nové třídy 
optimalizovaných inhibitorů cílených na exomísto různých medicinálně významných 
proteas z rodiny pepsinu.  
Publikace č.3 byla zaměřena na racionální navrhování biomimetických inhibitorů 
lidského KatD, které byly odvozeny z přirozeného mikrobiálního peptidu pepstatinu. 
Pepstatin jako inhibitor aspartátových proteas je široce používán zejména pro afinitní 
purifikaci, titraci aktivních center, zobrazovací techniky nebo analýzu inhibiční 
specifity205,223–225. Není ale vhodný jako terapeutické agens kvůli jeho nadměrné velikosti 
a nepříznivým fyzikálně-chemickým vlastnostem, které způsobují nízkou biodostupnost a 
rychlou eliminaci213. Jde o častý problém lineárních peptidů, který je možné překonat např. 
konstrukcí cyklických peptidomimetik, jež jsou stále častěji využívány226.  
V této práci byla analyzována změna konformace lineárního peptidu pepstatinu, ke 
které dochází při jeho interakci s aktivním centrem lidského KatD. Tato konformace byla 
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stabilizována navržením makrocyklické peptidové kostry, která přírodní vazebný mód 
mimikuje. Tak byly odvozeny vysoce účinné inhibitory KatD s minimalizovanou velikostí, 
jejichž způsob interakce byl potvrzen rentgenostrukturní analýzou. Její výsledky jsou 
v souladu s údaji, že proteasy rozpoznávají peptidové ligandy s -strukturou a tento typ 
konformace může být indukován makrocyklizací zlepšující afinitu k proteasám227. 
Připravené makrocyklické inhibitory KatD vykazují příznivé vlastnosti pro vývoj léčiv, 
které jsou srovnatelné s jinými medicinálně relevantními makrocykly228,229. Zejména 
splňují Lipinského „pravidlo pěti“ a další fyzikálně-chemické parametry látek pro 
farmakologické využití, kterým původní pepstatin nevyhovuje. Připravené makrocykly 
byly také úspěšně testovány jako proteolyticky stabilní a netoxické pro buňky a bylo 
prokázáno, že jejich rozpustnost, buněčná permeabilita a inhibiční specifita se dají účinně 
modifikovat pomocí cílených substitucí ve struktuře. Získané biomimetické makrocykly 
tak představují vhodný templát pro další optimalizaci a navrhování potenciálních 




Disertační práce se zabývá novými mechanismy regulace proteolytické aktivity 
katepsinu D (KatD) a příbuzných aspartátových proteas. Výsledky jsou shrnuty ve třech 
původních publikacích. Práce přináší zejména objev přirozených endogenních inhibitorů 
studovaných proteas a dále vývoj syntetických biomimetických inhibitorů. Studované nové 
typy inhibitorů představují molekulární templáty pro navrhování potenciálních léčiv. 
 
V rámci disertační práce byly splněny zadané cíle s následujícími hlavními závěry: 
 
Regulace aktivity KatD pomocí sfingolipidů (publikace č. 1) 
Sfingolipidy byly identifikovány jako první endogenní inhibitory lidského KatD. 
Detailně byl analyzován vliv struktury sfingolipidů na jejich funkci: sfingolipidy typu 
sfingosinu a ceramidu účinně inhibovaly KatD, ale naopak jejich fosforylované deriváty 
byly aktivátory enzymu a ovlivňovaly jeho pH optimum. Komplexní modulace aktivity 
pomocí sfingolipidů byla specifická pro lidský KatD a u jiných testovaných proteas nebyla 
zjištěna. Dále byla nalezena korelace mezi působením bioaktivních sfingolipidů na lidský 
KatD a jejich dříve popsaným modulačním účinkem na nádorové buňky, což naznačuje 
účast tohoto molekulárního interakčního systému v patofyziologických procesech.  
 
Regulace aktivity KatD pomocí alosterické inhibice (publikace č. 2) 
U katepsinu D z klíštěte obecného (IrKatD1) byla pomocí strukturní a biochemické 
analýzy popsána aktivace neaktivního proenzymu na zralý aktivní enzym. Bylo zjištěno, 
že autokatalytickou proteolýzou je během tohoto procesu generován peptidový fragment 
pocházející z propeptidové domény, který funguje jako inhibitor zralého enzymu. Inhibitor 
se váže do exomísta na povrchu enzymu a působí unikátním alosterickým mechanismem. 
Jde o první peptidový endogenní inhibitor aspartátových proteas u vyšších organismů. 
Výsledky naznačují, že popsaná regulace aktivity je evolučně konzervovaná a vyskytuje je 
i u příbuzných proteas. Jejich exomísto představuje perspektivní molekulární cíl pro vývoj 
nových alosterických inhibitorů.  
 
Regulace aktivity KatD pomocí biomimetických inhibitorů (publikace č. 3).  
Byly navrženy syntetické makrocyklické inhibitory lidského KatD, které 
napodobují vazebnou konformaci bakteriálního inhibitoru pepstatinu v aktivním místě 
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aspartátových proteas. U těchto biomimetických inhibitorů byl popsán vazebný mód 
v aktivním centru lidského KatD pomocí strukturní a výpočetní analýzy. Na základě 
provedeného rozboru strukturně-funkčních vztahů lze cíleně modifikovat funkční 
vlastnosti inhibitorů včetně jejich specificity. Připravené makrocykly jsou proteolyticky 
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